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Wplyw pilokarpiny na odczyny histochemiczne mukopolisacharydéw 
w jelicie cienkim szczura białego 


BnuaHne nunokapnuHa Ha THCTOXHMKUECKY PEaKUMIO MYKONONHCAXADHAOB B TOHKOĤ 
KHUKE Benbix KpBIC 


The Influence of Pilocarpine on Histochemical Reaction of Mukoplysaccharides 
in the Small Intestine of White Rats 


Jednym ze związków farmakologicznych działających pobudzająco na zakoń- 
czenia układu przywspółczulnego jest pilokarpina. Pobudza ona przede wszystkim 
zakończenia nerwów zaopatrujących gruczoły łzowe, ślinowe, potowe, błon śluzo- 
wych i gruczołów trawiennych (Dadlez i Kubikowski, 1970. Zabłocka 
i Esplin (16) badając wpływ pilokarpiny na centralny układ nerwowy myszy 
i szczura wykazali, że posiada ona zarówno właściwości pobudzające, jak i anty- 
drgawkowe. A. Wołkowa i Jakowlewa (15) prowadząc badania na siatkówce 
gałki ocznej królika zauważyły obniżoną aktywność bioelektryczną siatkówki po 
wprowadzeniu pilokarpiny. Natomiast Sokołowska-Halliop (12) podaje, że 
pilokarpina powoduje zwiększenie wydzielania soku żołądkowego, zaś Robbe- 
recht (9), że wpływa na wydzielanie egzokrynowe trzustki. Zaburzenia w pro- 
dukcji wydzieliny, jak wykazali Cooke i Cooke (1) oraz Marks (7), wywo- 
łują inne środki farmakologiczne, np. histiamina. 

Ponieważ wiadomym jest, że najbardziej intensywne procesy resorbcji pokar- 
mu zachodzą w jelicie cienkim, a metabolizm komórek nabłonka jelitowego może 
być zakłócony różnymi środkami farmakologicznymi (Grzycki i Królikow- 
ska-Prasał, 1972, Kilkowska i wsp., 1971) wydało sie nam celowe prześle- 
dzenie zmian histochemicznych mukopolisacharydów w jelicie cienkim szczura, za- 
chodzących pod wpływem różnych dawek i czasu działania pilokarpiny. 


MATERIAŁ I METODY BADAŃ 


Badania przeprowadzono na szczurach białych (samcach), hodowli wsobnej, cię- 
żaru 100—200 g. Wszystkie zwierzęta karmione były w tym samym czasie i otrzy- 
mywały standardową dietę. W badaniach wyodrębniono 4 grupy doświadczalne 
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i grupe kontrolna. W I grupie do$wiadczalnej wstrzykiwano zwierzetom podskornie 
1 ml chlorowodorku pilokarpiny (W.Z.F. Polfa ser. 10369), ktéry zawieral 1,1 mg 
ezystego chlorowodorku, co odpowiadalo dawce 10 mg/kg na jedno zwierze. Po 60 
minutach szezury dekapitowano, a nastepnie pobierano wycinki z jelita cienkiego. 
Zwierzęta z II grupy doświadczalnej były przygotowane do badań (podobnie jak 
z grupy I) z tym, że wycinki jelita pobierano po 2 godzinach po iniekcji. 

Szczurom III grupy doświadczalnej wstrzykiwano 1 ml chlorowodorku pilokar- 
piny, który zawierał 10,1 mg suchej masy substancji, co odpowiada 60 mg/kg na 
jedno zwierzę. Po 1 godzinie zwierzęta dekapitowano i pobierano wycinki z jelita. 
Szczury grupy IV przygotowywano do badań jak z grupy III, z tym że wycinki 
jelita pobierano po 2 godzinach. Szczurom grupy kontrolnej podawano podskórnie 
1 ml płynu fizjologicznego. 

Pobrane wycinki jelita z grup doświadczalnych i grupy kontrolnej utrwalano 
w płynie Carnoya i Gendre'a, a następnie na skrawkach parafinowych wykonywa- 
no odczyny histochemiczne na mukopolisacharydy kwaśne z błękitem astra według 
Blooma i Kellego oraz z błękitem alcjanowym wg Mowry. Mukopolisacharydy obo- 
jętne wykazano stosując reakcję PAS oraz próby kontrolne z diastazą i dimedo- 
nem. Wykonano również barwienie podstawowe preparatów hematoksyliną i eozyną. 


BADANIA WŁASNE 


I grupa doświadczalna (10 mg/kg — 1 godz.) 

Na preparatach I grupy doświadczalnej barwionych na mukopolisa- 
charydy obojętne w reakcji PAS obserwowano bardziej intensywne od- 
czyny w komórkach śluzowych znajdujących się w różnych fazach wy- 
dzielania w porównaniu z kontrolą (ryc. 1). Jedne z nich były okrągłe, 
bardziej obrzmiałe, wypełnione wydzieliną, inne zwężone z wydzieliną 
widoczną nad jej powierzchnią (ryc. 2). Średnia ilość mukocytów w na- 
błonku jednego kosmka nie ulegała większym zmianom w stosunku do 
grupy kontrolnej i wynosiła średnio 24—28 komórek. Odczyny PAS do- 
datnie występowały również w enterocytach oraz komórkach dna gru- 
czołów — komórkach Panetha i w zrębie łącznotkankowym. 

Odczyny na mukopolisacharydy kwaśne barwione błękitem alcjano- 
wym wg Mowry wykazywały większą intensywność niż w grupie kon- 
trolnej (ryc. 3). Zaobserwowano, że mukocyty znajdują się w różnych 
stadiach wydzielania, a wyrzucany przez nie śluz tworzy przerywane 
pasmo substancji wokół nabłonka kosmków (ryc. 4). Analogiczne odczy- 
ny otrzymano podczas barwienia mukopolisacharydów kwaśnych błękitem 
astra wg metody Blooma i Kellego. 


II grupa doświadczalna (10 mg/kg — 2 godz.) 


Dwugodzinne działanie pilokarpiny wywołuje większe zmiany w na- 
błonku jelitowym niż w 1 godzinie. Świadczą o tym intensywne odczyny 
na mukopolisacharydy obojętne w komórkach nabłonka zarówno w en- 
terocytach, jak i mukocytach (ryc. 3). Liczba komórek śluzowych wzrasta, 
większość z nich widoczna jest w części przypodstawnej kosmków. Po- 
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nadto zauwazono zmiany w ksztalcie mukocytéw. Najczeŝciej spotykano 
komorki wydluzone, rzadziej widoczne byly mukocyty balonowate w po- 
czatkowej fazie wydzielania z silnym odczynem PAS. Wydzielina wy- 
rzucana przez komorki ŝluzowe na zewnatrz przylegala w znacznych ilos- 
ciach do nablonka jelitowego, otaczajac kosmki ciaglym, szerokim pas- 
mem. Mukopolisacharydy kwasne wykazane w reakcji z blekitem astra 
i blekitem alcjanowym dawaly silne odczyny w mukocytach w stadium 
wydzielniczym i slabsze po usunieciu z nich wydzieliny na zewnatrz. 
Mniej intensywne odczyny widoczne byly w enterocytach i gruczolach 
jelitowych w porownaniu z poprzednia grupa do$wiadczalna. 


III grupa doŝwiadczalna (60 mg/kg — 1 godz.) 


Analiza preparatów jelita cienkiego III grupy zwierząt doświadczal- 
nych (ryc. 6) wykazała, że pilokarpina podana w dużych dawkach wywo- 
łuje hamujący wpływ na produkcję mukopolisacharydow, Przemawiają 
za tym słabsze odczyny na mukopolisacharydy obojętne i kwaśne w 
enterocytach, mukocytach i komórkach gruczołów jelitowych. Spotyka 
się mniejsze liczby mukocytów, średnio po 20 w jednym kosmku o jed- 
nakowym kształcie i przekroju. Poza tym mukocyty zmniejszyły swe 
rozmiary i kształt z okrągłego na bardziej wydłużony. 


IV grupa doświadczalna (60 mg/kg — 2 godz.) 

Zauważono wzrost odczynu na mukopolisacharydy kwaśne i obojętne 
w porównaniu z III grupą doświadczalną, lecz słabszy niż w komórkach 
nabłonka jelitowego i gruczołów I i Il grupy (ryc. 7). Liczba komórek 
kubkowych obliczona w jednym kosmku zwiększała się w stosunku do 
liczby występującej w III grupie doświadczalnej. Częściej spotykano mu- 
kocyty o kształcie owalnym, jedynie w szczytowej części nabłonka ko- 
mórki wykazywały kształt spłaszczony. Liczba wyrzucanej wydzieliny 
przez mukocyty powiększała się (ryc. 8). 


WYNIKI BADAŃ I WNIOSKI 


Jak wykazują nasze badania działanie pobudzające pilokarpiny na 
przywspółczulne zakończenia nerwowe jest przyczyną zwiększonego wy- 
dzielania śluzu przez mukocyty, powoduje zmiany w odczynach histo- 
chemicznych mukopolisacharydów kwaśnych i obojętnych w enterocy- 
tach, mukocytach i komórkach nabłonka gruczołów jelitowych. Pilokar- 
pina podana jednorazowo w dawce 10 mg/kg po 1 godzinie wywołuje 
pobudzenie do wydzielania komórek śluzowych w jelicie cienkim. Wy- 
stępują one w różnych stadiach wydzielania. Najsilniejszy pobudzający 
wpływ pilokarpiny obserwowano po dwu godzinnym jej działaniu w 
dawce 10 mg/kg, gdzie znacznie wzrosła liczba mukocytów i wydzielanie 
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śluzu. Zauwazone przez nas zmiany cytomorfologiczne i histochemiczne 
w komórkach nabłonka jelitowego mogą świadczyć o wzmożonej fazie 
wydzielniczej komórek śluzowych, co zgodne jest z badaniami Soko- 
łowskiej-Halliop (12), z których wynika, że pilokarpina wykazu- 
je mucynogenne działanie na śluzówkę dna żołądka szczura. 

Jak wiemy, mukocyt stanowi samodzielną jednostkę gruczołową i wy- 
dzielanie śluzu przez te komórki jest okresowe (Kanwar, 1962, Szy b- 
nikowa, 1967). Dlatego sądzi się, że zmiany w zachowaniu się muko- 
polisacharydów są wynikiem wpływu pilokarpiny na włókna splotów 
nerwu współczulnego wpływającego bezpośrednio na błonę śluzową je- 
lita cienkiego i jego gruczoły, na co wskazują badania Staszyca i 
Królikowskiej-Prasał (13), którzy uważają, że przecięcie ner- 
wów błędnych wpływa na procesy anaboliczne i kataboliczne komórek na- 
błonka jelitowego i gruczołowego, a także Ptaszyńskiej-Krzysz- 
tofowicz (8), która stwierdza, że długotrwałe podawanie antrenylu po-' 
raża nerw błędny i wpływa hamująco na procesy resorbcyjne i wydzielni- 
cze komórek nabłonkowych i gruczołowych jelita cienkiego. 

Zwiększenie dawki pilokarpiny do 60 mg/kg wywołuje po 1 godzinie 
hamowanie czynności wydzielniczych w mukocytach, o czym świadczy 
zmniejszenie reakcji na mukopolisacharydy kwaśne i obojętne w muko- 
cytach oraz zmniejszone ilości wytwarzanego śluzu. Przedłużenie działa- 
nia tej samej dawki (60 mg/kg) do 2 godzin spowodowało ponowne po- 
budzenie mukocytów do produkcji śluzu. Liczba mukocytów zwiększyła 
się do liczby, jaką posiadała grupa kontrolna. Na przejściowy charakter 
zmian pod wpływem pilokarpiny w metabolizmie komórek nabłonka zwra- 
ca uwagę Scott (10), który badając działanie pilokarpiny na aktywność 
fosfatazy zasadowej w jelicie, nerce i gruczołach potowych u myszy 
stwierdził, że ilość enzymu malała, a maksymalny spadek obserwowano 
po 1 godzinie od chwili podania pilokarpiny, powrót zaś do wartości 
normalnych po 24 godzinach. 

Zmiany w odczynach na mukopolisacharydy kwaśne i obojętne w ko- 
mórkach nabłonka jelitowego pod działaniem pilokarpiny świadczą o za- 
burzeniu w metabolizmie enterocytów i mukocytów. Pilokarpina powo- 
duje również zmiany w komórkach wydzielniczych gruczołów ślinowych, 
gdzie według badań Skalskiej-Vorbrodt (11) następuje prze- 
mieszczenie DNA na obwód jądra komórkowego oraz ubytek chromatyny 
przyjaderkowej, a Królikowska-Prasał (6) przeprowadzając 
oznaczenia ilościowe DNA i RNA w Sliniance podszczękowej myszy 
stwierdziła zmniejszenie ilości kwasów nukleinowych w przypadku po- 
dawania zwierzętom pilokarpiny. 


Na podstawie przeprowadzonych badań nad wpływem pilokarpiny na 
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odczyny histochemiczne mukopolisacharydéw kwaŝnych i obojetnych na- 
lezy sadziĉ, ze: 

1. Jednorazowe dawki pilokarpiny (10 mg/kg) po 1 godzinie powo- 
dują wzrost intensywności odczynów na mukopolisacharydy w komór- 
kach nabłonka i gruczołów jelitowych. 

2. Przedłużenie czasu działania pilokarpiny w dawce 10 mg/kg do 
2 godzin wywołuje najsilniejszy efekt pobudzający. Zwiększa się inten- 
sywność odczynów na Sluzowielocukrowce oraz liczba mukocytów i wy- 
dzielanego przez nie śluzu. 

3. Zwiększenie dawki do 60 mg/kg działającej w czasie 1 godziny ha- 
muje procesy wydzielnicze mukocytów, na co wskazuje osłabienie od- 
czynów na mukopolisacharydy kwaśne i obojętne. 

4. Po 2 godzinnym działaniu pilokarpiny w dawce 60 mg/kg na na- 
błonek jelitowy liczba mukopolisacharydów i wydzielanie śluzu zwiększa 


się ponownie. 
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Ctrzymano 6 II 1974. 
OBJASNIENIA RYCIN 
Ryc. 1. Komorki ŝluzowe w jelicie cienkim szezura kontrolnego. Reakcja PAS. 
Pow. ok. 500 X. 
Ryc. 2. Komórki śluzowe w jelicie cienkim szczura po 1 godzinie działania pilo- 
karpiny w dawee 10 mg/kg. Reakcja PAS. Pow. ok. 500 X. 
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Ryc. 3. Mukocyty w jelicie cienkim szczura kontrolnego. Reakcja z błękitem 
alcjanowym wg Mowry. Pow. ok. 500 X. 

Ryc. 4. Mukocyty w jelicie cienkim szczura po 1 godzinnym działaniu pilokar- 
piny w dawce 10 mg'kg. Reakcja z błękitem alcjanowym wg Mowry. Pow. ok. 500 X. 

Ryc. 5. Komórki śluzowe w jelicie cienkim szczura po 2 godzinach działania 
pilokarpiny w dawce 10 mg/kg. Reakcja PAS. Pow. ok. 500 X. 

Ryc. 6. Komórki śluzowe w jelicie cienkim szczura po 1-godzinnym działaniu 
pilokarpiny w dawce 60 mg/kg. Reakcja PAS. Pow. ok. 500 X. 

Ryc. 7. Mukocyty w jelicie cienkim szczura po 2 godzinach działania pilokarpi- 
ny w dawce 60 mg/kg. Reakcja PAS. Pow. ok. 500 X. 

Ryc. 8. Mukocyty w jelicie cienkim szczura po 2 godzinach działania pilokar- 
piny w dawce 60 mg/kg. Reakcja z błękitem alcjanowym wg Mowry. Pow. ok. 500 X. 


PE3IOME 


Haóntroqanncb TMUCTOXUMUUECKKE M3MEHEHMA B peakLinax Ha HeVTpanbHbie 
M KMCNbIE MYKONONKCAXAPKABI B ZNUTENKANLHbIX M IKENEZKCTBIX KNETKAX KHU- 
Ku KPbIC Nocne BBENEHKA NUNOKAPNMHA. YCTAHOBJIEHO, UTO NKNOKAPNKH no- 
BbILIA8T peaKLUMIO MYKONONKCAXAPKAOB M NOBbILUAET CEKPETOPHYIO @yHKUMO 
MYKOLUMTOB. Cambie 6onbuime K3MEHEHKA HaBnioganucb NPK aoze 10 mr/kr, 
neHicTBYIOLIEH s TeueHne ogHoro Uaca. 


SUMMARY 


Histochemical acid and neutral mucopolysaccharides reaction in the 
epithelial and glandular cells of small intestine of the rat were examined 
after the administration of pilocarpine. It was found that pilocarpine 
caused an increase in the mucopolysaccharides reaction and stimulated 
the mucocytes in the secretory function. Maximal changes were observed 
at a dose of 10 mg/kg which was effective for 1 hour. 


EXPLANATIONS OF FIGURES 


Fig. 1. Mucous cells in the small intestine of control rat. PAS reaction. Magn. 
ca 500 X. 

Fig. 2. Mucous cells in the small intestine of a rat after one hour pilocarpine 
influence at a dose of 10 mg/kg. PAS reaction. Magn. ca 500 X. 

Fig. 3. Mucocytes in the small intestine of control rat. Alcian blue reaction by 
Mowry. Magn. ca 500 X. 

Fig. 4. Mucocytes in the small intestine of a rat after one hour pilocarpine in- 
at a dose of 10 mg'kg. Alcian blue reaction by Mowry. Magn. ca 500 X. 

Fig. 5. Mucous cells in the small intestine of a rat after two hours pilocarpine in- 
fluence at a dose of 10 mg/kg. Alcian blue reaction by Mowry. Magn. ca 500 X. 

Fig. 6. Mucous cells in the small intestine of a rat after one hours of pilocarpine 
influence at a dose of 60 mg'kg. PAS reaction. Magn. ca 500 X. 

Fig. 7. Mucocytes in the small intestine of a rat after two of pilocarpine influence 
at a dose of 60 mg/kg. PAS reaction. Magn. ca 500 X. 

Fig. 8. Mucocytes in the small intestine of a rat after two hours of pilocarpine in- 
fluence at a dose of 60 mg/kg. Alcian blue reaction by Mowry. Magn. ca 500 X. 
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